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摘要: 为了解鳗草(Zostera marina)根际微生物的共生固氮功能, 并分离得到对海草有潜在促生效果的功能微生物, 

以山东荣城天鹅湖鳗草为研究对象, 采用选择性固氮培养基从其根际分离得到了两株具较高固氮酶活性的菌株

(3A 和 4G), 从形态学、生理生化特性、16S rDNA 和固氮基因 nifH 等方面对菌株进行筛选和鉴定, 探讨菌株的最

佳培养条件并获得了菌株典型生长曲线。结果表明, 菌株 3A 为海旋菌(Thalassospira), 革兰氏阳性菌, 菌落圆形桔

黄色, 可利用的碳源: D-甘露糖, D-松三糖, L-鼠李糖等, 最佳培养条件: 盐度 2.585%, pH 8.18, 温度 31.49℃; 菌株

4G 为芽孢杆菌(Bacillus), 革兰氏阴性菌, 菌落圆形乳白色, 可利用的碳源: D-纤维二糖, D-葡萄糖, D-麦芽糖, 蔗

糖, D-甘露醇, D-海藻糖等, 最佳培养条件: 盐度 2.920%, pH 7.99, 温度 37.27℃。利用乙炔还原法测定二者的固氮

酶活性, 分别为 252.21 nmol C2H4/(mL·h)和 196.31 nmol C2H4/(mL·h)。研究证实两株菌株具有良好的固氮性能, 可

用于海草固氮肥的研制, 在海草床生态系统恢复研究领域具有潜在的应用前景。 
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海草是唯一可以适应海洋生活环境并开花结

籽的单子叶植物, 主要分布在温带、亚热带和热

带海域浅水区, 具有很高的生产力水平和重要的

生态功能及经济价值。近年来, 海草床正面临着

生态功能和资源急剧衰退的危机[1], 全球约 1/3的

海草资源已经消失, 且消失速度正在加快[2]。中国

的海草资源也同样面临海草床面积减少、海草覆

盖度降低等生态问题。胶东半岛曾分布丰富的鳗

草(Zostera marina)资源[3], 但近 20 年, 仅山东省

威海海域就有超过 90%的海草床在迅速消失, 其

消失速率远高于全球海草床 29%的总消失率 [1], 

海草床资源修复和保护工作迫在眉睫。 

微生物在全球的化学循环中发挥着重要作 

用[45]。固氮微生物可以在固氮酶的作用下通过生

物固氮作用将大气中的分子氮转化成氨, 参与氮

素循环[6]。海洋中固氮微生物种类众多, 多以附生

和联合共生等形式与其他海洋动物或者水生植物

根部形成固氮体系 , 对海洋初级生产力贡献巨 

大[78]。微生物作为海草床生态系统中重要的分解

者, 在生态系统的物质循环和能量流动中发挥重

要作用, 其中的功能微生物还在海草、甲壳动物、

刺参等动植物的生长和资源恢复中扮演着重要角

色。海草床生态系统的固氮微生物主要包括附生

或缠绕在茎、叶上的固氮蓝藻和共生在根周围的

异养固氮细菌。1904 年, 德国微生物学家 Lorenz 

Hiltner[9]首次提出了根际的概念, 将其定义为根

系周围、受根系生长影响的土体。根际是一个特

殊生态环境, 根际微生物数量和类型要比根外微

生物丰富得多, 根际菌在根上的繁殖和分布与根

系生长发育相互影响形成根际效应, 因而根系微

生物的研究亦备受关注 [10]。在海草根际环境中 , 

植物残体及根分泌的有机碳为固氮菌提供了碳源, 
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固氮菌通过固氮作用又可以为植物生长提供氮源, 

进而促进海草资源的恢复[11]。 

海草床生态系统中参与氮循环的微生物类群

种类多样 , 并且大多数种类仍未获得纯分离培

养。目前对海草床生态系统中氮循环功能微生物

多样性的理解主要来源于对群落结构的分析, 相

关研究多围绕在关键酶功能基因的系统发育分析

及基因序列在克隆文库中的相对丰度等方面。 

Weidne 等[12]利用免培养法分析了喜盐草属(Halo-

phila)共附生菌的多样性; Bagwell 等[13]利用变性

梯度凝胶电泳技术研究发现, 互花米草(Spartina 

altemiflora)共附生固氮菌大多是厌氧菌 ; Jensen

等[14]则利用 T-RFLP 法研究了鳗草根际共附生细

菌。迄今, 国内关于海草共附生微生物分离培养

的研究报道较少, 仅见 2004 年肖义平等[15]从互花

米草中分离得到一株真菌 Fwsarfum sp.; 2010 年

凌娟等[16]从泰来藻(Thalassia hemperichii)中分离得

到一株固氮成团泛菌(Pantoea agglomeran)和 2012

年吴后波等 [17]从泰来藻中分离获得的放线菌等

(actino bacteria)相关研究。而关于海草床生态系统中

鳗草根际共生固氮菌的分离及功能研究尚未见报道。 

本研究以山东荣成天鹅湖海草床生态系统中

的鳗草为实验对象, 采用选择性固氮培养基从鳗

草根际分离到了两株具有较高固氮酶活性的菌株

3A 和 4G, 并从形态学特征、生理生化特性、16S 

rDNA 以及 nifH 固氮基因序列分析等方面进行种

类鉴定, 对菌株的最适温度、最适 pH 以及最佳盐

度等培养条件进行筛选, 在上述基础上测定了每

个菌株的典型生长曲线, 以确定固氮菌株的最佳

培养条件, 旨在将分离得到具较高固氮酶活性的

菌株用于固氮菌肥的研制, 推动海草床受损生态

系统鳗草资源的恢复与保护。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

样品采集地点位于山东省荣成市天鹅湖

(36.43°N, 122.26°E), 其潮间带和潮下带区域分布

有大量鳗草, 形成了大面积海草床。2014 年 8 月, 

在天鹅湖鳗草聚集区依照对角线设 12 个采样点, 

每个站点采集 6 株植株的完整根部及附着沉积物, 

去除表面沉积物, 将松散黏附在根系表面 1~4 mm

内的沉积物小心收集于封口灭菌聚乙烯袋后保存

于冰盒内[1819], 尽快带回实验室后于 4℃冰箱保

存备用。 

1.2  培养基 

选择性固氮培养基根据 Smith[20]的配方进行

了改良, 用于分离、纯化固氮菌及固氮酶活性测

定: FeSO4·7H2O 0.001 g, KCl 0.56 g, MgCl2·6H2O 

4.0 g, NaCl 25 g, MgSO4·7H2O 4.8 g, K2HPO4 0.01 g, 

Tris 0.48 g, 蛋白胨 4.0 g, 酵母粉 2.0 g, 甘油 2.0 mL, 

超纯水 1000 mL, pH 8.2。 

LB 培养基 [21]: 用于培养、鉴定纯化的固氮

菌。蛋白胨 10 g, 酵母粉 5 g, NaCl 25 g, 超纯水 1 L。

固体培养基需添加 2%的琼脂, 1×105 Pa 高温高压

蒸汽灭菌。 

1.3  菌株的分离与纯化 

取 1 g 鳗草根际沉积物置于 200 mL 的选择性

固氮液体培养基中, 于 30℃下 180 r/min摇床恒温

富集培养 48 h。将富集后的菌液稀释成不同梯度

(10−5、10−6、10−7), 吸取 200 μL 菌液涂布于选择

性固氮培养基, 每个梯度做 3 个重复, 30℃恒温培

养 48 h, 挑取单一菌落多次划线纯化保存备用。 

1.4  菌株的生理生化鉴定 

革兰氏染色是细菌学中最重要也是最基本的

鉴别染色技术[22], 将纯化的菌株接种到 LB 培养

基, 30℃培养过夜, 染色后用光学显微镜来观察细

菌的形态和大小, 观察培养 24 h 菌龄的菌落特征。 

细菌的生理生化鉴定依据是微生物的代谢特

征。选用 18~24 h 新鲜培养的菌株, 运用梅里埃

VITEK 2 Compact 全自动细菌鉴定仪鉴定选取菌

株的生理生化特征。 

1.5  菌株 16S rDNA 和 nifH 基因的 PCR 扩增 

在细菌基因组中 , 编码 16S rRNA 的 16S 

rDNA 基因具有良好的进化保守性, 由于它具有

适宜分析的长度(约为 1.5 kb), 以及与进化距离相

匹配的良好变异性, 所以成为细菌分子鉴定的标

准标识序列[23]。将选择性固氮培养基初筛获得的

细菌接种于 LB 液体培养基中, 37℃、200 r/min 恒

温培养过夜, 将 1 mL 过夜培养的菌液 10000 r/min

离心 2 min, 弃上清, 收集菌体, 运用上海生工的
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磁珠法基因组 DNA 提取试剂盒提取菌株 DNA。

以磁珠法提取得到的细菌 DNA 为模板, 以细菌

16S rDNA 全序列通用引物 27F/1492R[23]和固氮

基因 nifH 特定的引物 PolF/PolR[24]分别进行 PCR

扩增, 16S rDNA 全序列扩增条件: 94℃预变性   

5 min; 94℃ 30 s, 58℃ 30 s, 72℃ 30 s, 35 个循环; 

72℃ 10 min。nifH 基因扩增条件: 95℃预变性    

5 min; 95℃ 30 s, 60℃ 30 s, 72℃ 45 s, 35 个循环; 

72℃ 7 min。取 2 μL PCR 产物, 用 2%的琼脂糖凝

胶电泳进行产物验证。 

扩增的 PCR 产物送公司(上海美吉生物医药

科技有限公司 )测序 , 所得测序结果通过软件

DNAMAN 剔除嵌合体等不合格序列, 非嵌合体

序 列 在 NCBI 数 据 库 完 成 相 似 性 比 对 , 从

GenBank 数据库中选取相似性高的典型菌株 16S 

rDNA 序列, 运用 Clustal_X 软件多重序列比对并

计算菌株序列间的相似性, 依据最大同源性原则, 

在序列对比的基础上使用 MEGA 4.1 软件的邻接

法构建 Neighbor-joining 进化树 , 运用 Jukes- 

Cantor及Kimura’s 2-parameter两种计算法, Bootstrap

评估值设为 1000 次, 进行系统发育分析。 

1.6  固氮酶活性的检测 

根据 Dong 等[2527]的方法进行菌株固氮酶活

性的测定, 将保存的菌株活化后接种于选择性固

氮液体培养基中, 恒温 30℃培养 72 h 后统一调整

OD600, 将 1 mL 菌液加入 5 mL 的无菌顶空进样瓶, 

注射器取 1 mL 乙炔注入瓶中, 30℃恒温振荡培养

24 h 后, 取 40 μL 反应后气样在气相色谱仪上测

定生成的乙烯峰值。以每小时每毫升培养物产生

的乙烯[nmol C2H4/(mL·h)]表示固氮酶活性, 计算

公式为:  

乙炔还原活性[nmol/(mL·h)]=注入标准气体

积(mL)×标准气浓度(nmol/mL)×样品乙烯峰面

积(cm2)×所用试管体积(mL)/样品注入体积(mL)/

标准气峰面积(cm2)/培养时间(h)/22.4 

1.7  细菌培养条件的研究 

1.7.1  温度  取等量的细菌培养液接种于 LB 液

体培养基上 , 每个温度做 4 个平行 , 分别置于

15℃、20℃、25℃、30℃、37℃、40℃培养箱中

180 r/min 恒温振荡 48 h, 测定其 OD600 的平均值, 

确定菌株的最适生长温度。 

1.7.2  pH  取等量细菌培养液接种于初始 pH 为

5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0 的 LB 液体培养基

上, 每个 pH 做 4 个平行, 30℃下 180 r/min 恒温振

荡 48 h, 测定其 OD600的平均值, 确定菌株的最适

生长 pH。 

1.7.3  盐度  取等量细菌培养液接种到含氯化钠

质量分数为 0、0.5%、1%、1.5%、2%、2.5%、3.0%、

3.5%、4.0%的 LB 液体培养基上, 30℃下 180 r/min

恒温振荡 48 h, 测定其 OD600的平均值, 确定菌株

的最适生长盐度。 

1.8  菌株生长曲线的测定 

将保存的菌株活化后, 接种于 200 mL 的 LB

液体培养基中, 在 30℃下 180 r/min 恒温振荡 12 h

作为待测菌液。按 2%的接种量将菌液接种于各菌

株最适宜生长条件的 200 mL LB 液体培养基锥形

瓶中, 分装到标记为 0 h、2 h、4 h、6 h、8 h、10 h、

12 h、14 h、16 h、18 h、20 h、22 h、24 h 的 13

支无菌试管中, 立即将除 0 h 外的其余 12 支试管

置于对应菌株最适宜温度的恒温培养箱中振荡培

养, 每隔 2 h 取出对应编号的菌液, 以无菌的 LB

液体培养基为对照, 在 600 nm 的波长下运用分光

光度计测定菌株不同培养时间菌液的 OD600 值, 

每个样品重复测定 3 次取平均值。以对应的培养

时间为横坐标, OD600 值为纵坐标绘制菌株的生长

曲线。 

2  结果与分析 

2.1  固氮菌的分离筛选和形态学特征 

通过富集培养和梯度稀释涂布, 从天鹅湖鳗

草根际分离到 10 株能在选择性固氮培养基上生

长的菌株。经过 5 代的分离纯化后, 通过扩增 10

株菌株的固氮酶基因 nifH 进行复筛, 最终只从 2

株菌株中扩增得到固氮酶目的基因。一株编号为

3A(图 1), 形态学特征可描述为: 杆状菌, 桔黄色, 

光滑 , 微湿润 , 不透明 , 圆形 , 隆起 , 边缘整齐 , 

革兰氏阳性菌。另一株编号为 4G(图 2), 形态学

特征可描述为: 杆状菌, 乳白色, 光滑, 湿润, 半

透明, 圆形, 隆起, 边缘整齐, 革兰氏阴性菌。 
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图 1  天鹅湖鳗草根际分离的菌株 3A 形态学特征 

a. 固氮培养基上菌落形态; b. 菌株革兰氏染色 

Fig. 1  Morphological features of strain 3A isolated from 
rhizosphere of Zostera marina 

a. the colonial morphology on N-free medium; b. gram staining 
for strain 

 

 
 

图 2  天鹅湖鳗草根际分离的菌株 4G 形态学特征 

a. 固氮培养基上菌落形态; b. 菌株革兰氏染色 

Fig. 2  Morphological features of strain 4G isolated from 
rhizosphere of Zostera marina 

a. the colonial morphology on N-free medium; b. gram staining 
for strain. 

 
2.2  固氮菌的生理生化特征 

生理生化特征的测定可以反映菌株的本质特

征, 是其本身某种代谢途径或某种酶的特有表现, 

从而可以将微生物区分成不同类群。根据梅里埃

VITEK 2 Compact 全自动细菌检测仪分析结果, 

并参考《伯杰细菌鉴定手册》[28], 发现菌株 3A

生理生化特征为好氧菌, 不产生吲哚, 甲基红反

应阳性, 氧化酶、淀粉酶反应阴性, V-P 测定阳性, 

明胶水解阴性, 可利用碳源为: D-甘露糖, D-松三

糖, L-鼠李糖等, 不利用柠檬酸盐。菌株 4G 生理

生化特征为好氧菌, 产生吲哚, 甲基红反应阳性, 

氧化酶、淀粉酶反应阳性, V-P 测定阳性, 明胶水

解阴性, 可利用的碳源: D-纤维二糖, D-葡萄糖, 

D-麦芽糖, 蔗糖, D-甘露醇, D-海藻糖等, 鸟氨酸

脱羧酶阴性, 不利用柠檬酸盐和丙二酸盐(表 1)。 

表 1  菌株生理生化特征 
Tab. 1  The physiological and biochemical  

characteristics of two strains 

生理生化特征 characteristics 
3A 菌株 

strain of 3A 
4G 菌株 

strain of 4G

吲哚实验 Indole production  + 

甲基红 methyl red + + 

氧化酶 oxidases  + 

淀粉酶 amylase  + 

V-P 反应 Voges-Proskauer reaction + + 

明胶水解 gelatin liquefaction   

赖氨酸脱酸酶 lysopine dehydrogenase ND  

鸟氨酸脱羧酶 ornithine decarboxylase ND  

α-葡萄糖 α-glucose ND + 

D-甘露糖 D-mannose + ND 

D-松三糖 D-melezitose + ND 

L-鼠李糖 L-rhamnose + ND 

D-海藻糖 D-trehalose ND + 

D-葡萄糖 glucose ND + 

D-麦芽糖 D-maltose ND + 

蔗糖 sucrose ND + 

D-甘露醇 D-mannose  + 

D-纤维二糖 D-cellobios ND + 

柠檬酸盐 citrate   

硫化氢 hydrogen sulfide ND  

丙二酸盐利用 saline malonate   

注: “+” 表示菌株反应为阳性; “–”表示菌株反应为阴性; ND 表

示未测定. 

Note: “+” denotes more bacteria was positive reaction; “−” denotes 
more bacteria was negative reaction; ND: not determined. 

 
2.3  nifH 基因扩增及固氮酶活性测定 

固氮酶是微生物执行固氮功能的关键酶 , 

nifH 基因作为固氮酶的重要组成部分, 编码的蛋

白质高度保守, 并且与 16S rDNA 构建的系统发

育树有一致性 [29], 可作为固氮微生物的分子标

记。运用 nifH 兼并引物对分离到的 10 株菌株进

行目的基因扩增, 只从 2 株菌株中扩增得到 nifH

基因, 目的片段长度 360 bp 左右(图 3)。 

运用乙炔还原法测定了分离得到的 2 株固氮

菌固氮酶活性, 通过分析乙炔峰图和公式计算得

出, 菌株 3A 的固氮酶活为 252.21 nmol C2H4/(mL·h), 

菌株 4G 的固氮酶活为 196.31 nmol C2H4/(mL·h)。

结合 nifH 基因扩增和固氮酶活性测定最终确定菌

株 3A 和 4G 均具有固氮能力。 
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图 3  nifH 基因 PCR 扩增图 

Fig. 3  Amplification of the nifH gene of the isolates 
 

2.4  菌株 16S rDNA 序列 PCR 扩增及系统发育

分析 

菌株 3A 和 4G 的 16S rDNA 序列结果已提交

到 NCBI 的 GenBank 数据库, 通过 BLAST 在线比

对, 选取与 3A 和 4G 菌株同源性相近菌株的 16S 

rDNA 序列构建系统发育进化树(图 4, 图 5)。根

据菌株的形态特征、生理生化反应和 16S rDNA

序列系统发育的综合分析, 3A 菌株与芽孢杆菌属

Bacilus firmus strains S26-2(DQ 514315.1)的相似

度大于 99%, 鉴定 3A 菌株为芽孢杆菌(Bacillus), 

命名为 Bacilus sp. 3A, 属厚壁菌门(Firmicutes), 

芽孢杆菌纲(Bacilli), 芽孢杆菌目(Bacillales), 芽

孢杆菌科(Bacillaceae), GenBank 登录号为 KY659582; 

4G 菌株与海旋菌 Thalassospira sp. PR54-1(EU 

440798.1)的相似度大于 99%, 鉴定 4G 菌株为海

旋菌(Thalassospira), 命名为 Thalassospira sp. 4G, 

属变形菌门(Proteobacteria), α-变形菌纲(Alphap-

roteobacteria), 红螺菌目 (Rhodospirillales), 红螺

菌 科 (Rhodospirillaceae), GenBank 登 录 号 为

KY659583。 

 

 
 

图 4  菌株 3A 及其相关菌株的 16S rDNA 序列系统发育进化树 

分支处数字表示 1000 次 Bootstrap 重抽样分析的支持百分比; 标尺 0.0005 为进化距离. 

Fig. 4  Phylogenetic tree of strain 3A based on the 16S rDNA sequences of related species 
The value in the branch stand for the Bootstrap value; the tree is based on a 1000 bootstrap procedure the scale bar  

0.0005 in terms of genetic distance is indicated below the tree. 

 

 
 

图 5  菌株 4G 及其相关菌株的 16S rDNA 序列系统发育进化树 

分支处数字表示 1000 次 Bootstrap 重抽样分析的支持百分比; 标尺 0.0005 为进化距离. 

Fig. 5  Phylogenetic tree of strain 4G based on the 16S rDNA sequences of related species 
The value in the branch stand for the Bootstrap value; the tree is based on a 1000 bootstrap procedure the scale bar  

0.0005 in terms of genetic distance is indicated below the tree. 
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2.5  菌株的最优培养条件 

OD600 是研究液体培养物中细菌生长的标准

方法, 细菌在 600 nm 波长可见光谱范围内无天然

色素吸收干扰影响定量, 因此形状规则的(近似球

球形)微生物菌浓度(干重)和吸光度在 OD600 下呈

现线性关系, 可用于细菌生长发育特性的相关研 

究[3031]。本组实验以未接种的 LB 液体培养基作

为空白对照。实验结果以 OD600 吸光值为纵坐标, 

培养条件变量为横坐标, 生成坐标图。 

2.5.1  温度对菌株生长的影响  如图 6 所示, 从

鳗草根际沉积物分离得到的 2 株固氮菌在 15~ 

37℃均能生长 , 最适宜的生长温度范围为 25~ 

37℃, 其中菌株 4G 的适温性更广, 在 40℃也可

生长。菌株间的最适温度存在差异, 菌株 3A 和

4G 分别在 30℃、37℃时, 对应的 OD600 吸光度最

高并达到显著水平(P<0.05)。根据理论曲线计算, 菌

株 3A 和 4G 最适生长温度为 31.49℃和 37.27℃。 
 

 
 

图 6  温度条件对固氨菌菌株生长的影响 

Fig. 6  Effect of temperature on growth of strains 
 

2.5.2  初始 pH 对菌株生长的影响  如图 7 所示, 

两株菌在初始 pH 为 5.0~10.0 的培养条件下均能

生长, 表明分离得到的固氮菌具有较强的适应能

力。两株菌的最适 pH 一致, 均在 pH 为 8.0 时吸

光值达到显著水平(P<0.05), 根据理论曲线计算, 

菌株 3A 及 4G 最适 pH 分别为 8.18 和 7.99, 说明两

株菌更适合在初始偏碱性的培养条件下生长。 

2.5.3  盐度对菌株生长的影响  分离得到的两株

菌在 0.5%~4%的盐度范围内均可生长, 最适宜的

盐度范围为 2%~3%, 说明两株菌有较广的盐度适

应性(图 8)。两株菌的最适盐度存在差异, 菌株 3A

在盐度 2.5%, 菌株 4G 在盐度 3%时吸光值达最高

显著水平(P<0.05), 理论曲线和实测数据趋势一

致, 菌株 3A 和 4G 分别在盐度 2.585%、2.920%

时生长最佳。  

 

 
 

图 7  pH 值对固氨菌菌株生长的影响 

Fig. 7  Effect of pH on growth of strains 

 

 
 

图 8  盐度对固氨菌菌株生长的影响 

Fig. 8  Effect of salinity on growth of strains 

 
2.6  菌株典型生长曲线的绘制 

图 9 所示的菌株典型生长曲线表明, 菌株 3A

经过 0~4 h 的延迟期后, 于 4~12 h 进入快速生长

的对数期, 12 ~18 h 进入了维持 6 h 的稳定期, 18 h

后进入衰亡期; 菌株 4G经过 0~2 h的短暂延期后, 

2~12 h 进入对数期, 12~20 h 处于稳定期, 20 h 后

进入衰亡期。说明筛选得到的固氮菌株 3A 和 4G

均具有一个明显的延迟期、对数期、稳定期和衰

亡期的生长过程。 

 

 
 

图 9  固氨菌菌株典型生长曲线 

Fig. 9  Typical growth curves of strains 
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3  讨论 

3.1  鳗草根际固氮菌的分离与鉴定 

本研究以天鹅湖鳗草为研究对象, 通过选择

性固氮培养基初筛和利用 nifH 固氮基因扩增与固

氮效能测定复筛, 分离得到了两株具较高固氮酶

活性的菌株: 芽孢杆菌(Bacilus sp. 3A)和海旋菌

(Thalassospira sp. 4G), 为鳗草海草床微生物修复

提供了菌种资源和理论基础。海草床生态系统具

有较高的生产力水平, 可溶性氮元素是海草床生

产力的主要限制营养元素[32], 附着在海草叶面和

根际的固氮微生物可通过生物固氮作用将空气的

氮气还原成可溶性氨, 成为海草床生态系统氮循

环的重要氮素来源之一, 在海草床消长中发挥着

重要作用[33]。在寡营养盐的热带海洋地区, 生物

固氮能够为海草提供 1~1.5 倍植物生长所必需的

氮素[34]。海草植物根际有很强的固氮能力, 据报

道在针叶藻(Syringodium isoetifolium)海草床生态

系统中, 针叶藻根际微生物固氮量占生态系统总

氮素需求量的 8%[3536]。鳗草是具高生产力水平

的温带海洋植物 , 植株根际有较高的固氮活性 , 

并呈现季节性变化[37], 本研究从鳗草根际得到的

2株固氮菌的酶活性分别为252.21 nmol C2H4/(mL·h)、

196.31 nmol C2H4/(mL·h)。凌娟等[16]从红树林根

际分离得到的固氮菌活性为 156.32 nmol C2H4/ 

(mL·h), Guzman 等[38]分离得到的高效棉花植物促

生菌的固氮酶活性分别为 206.43 nmol C2H4/(mL·h)、

292.77 nmol C2H4/(mL·h)、460.60 nmol C2H4/(mL·h)。

与已报道的固氮菌酶活相比, 表明本研究获得的

固氮菌具有良好的固氮性能, 在天鹅湖鳗草海草床

生态系统的氮素和营养物质循环中起着重要作用。 

固氮菌作为生物肥的潜在应用价值已受到广

泛关注, Adriana Rojas 等[39]研究了固氮菌(Phyll-

obacterium sp.)对红树幼苗的促生效果, 发现复合

菌肥比单一菌肥更具促生优势。凌娟[40]从三亚珊

瑚礁泰来藻复合生态系统的海草根际筛选分离

得到具固氮酶活性的成团泛菌, 本研究从鳗草根

际分离的芽孢杆菌 (Bacilus sp. 3A) 和海旋菌

(Thalassospira sp. 4G)均具较高固氮酶活性, 由此

丰富了海草根际固氮微生物的研究内容, 也为今

后受损海草床微生物底质改良技术研发提供了参

考。迄今, 关于固氮类芽孢杆菌的报道主要见于

陆地土壤的研究中, 海洋环境中的相关研究较少, 

且多基于基因水平。Choi 等[41]从海底淤泥中分离

得到一株芽孢杆菌(Paenibacillus donghaensis sp. 

Nov.), 通过分子水平固氮酶基因 nifH 的检测, 证

实了该菌株具有固氮潜能。Dang 等[42]基于固氮基

因 nifH 水平研究发现中国南海北部沿岸河口及深

海沉积物中均有固氮类芽孢杆菌的分布。张丽红

等 [43]从中国南海(20.42°N, 110.51°E)底泥中分离

得到了一株能产芽孢的固氮菌。由于固氮类芽孢

杆菌具有很强的抗逆性, 能够产生对植株有益的

促生物质和抗菌物质, 由此认为本研究分离得到

的固氮芽孢杆菌(Bacilus sp. 3A)在菌肥研制方面

具有潜在应用价值。董俊德等[44]利用从泰来藻海

草生态系统中分离筛选的深海海旋菌株 Q25-2 处

理海草, 发现海草植株高度、茎粗、胡萝卜素、

类胡萝卜素含量以及可溶性糖含量均高于未做处

理的对照组, 证明海旋菌对泰来藻具有良好的促

生效果。本研究得到的固氮海旋菌(Thalassospira 

sp. 4G)对鳗草是否具有实际的促生作用, 尚有待

进一步验证。 

3.2  固氮菌培养条件的优化 

本研究筛选优化了芽孢杆菌(Bacilus sp. 3A)

和海旋菌(Thalassospira sp. 4G)的适宜生长温度、

培养初始 pH 及环境盐度水平等培养条件, 并获

得了两株固氮菌的生长曲线, 研究结果为固氮生

物菌肥的加工和制作积累了基础数据。 

研究表明, 微生物在实验培养过程中受到温

度条件的直接影响, 适宜的温度下微生物可以迅

速繁殖生长[45]。通常在较低温度下, 菌株会因新

陈代谢受到抑制而减缓菌丝的分裂速度; 而较高

的温度易导致菌体内酶活失活, 影响菌体的生长

甚至导致菌体死亡[46]。本研究证实, 2 株固氮菌在

15~37℃均能生长, 其中菌株 Thalassospira sp. 4G

在 40℃下也可生长, 说明 2 株菌的适温性较广; 

芽孢杆菌 (Bacilus sp. 3A) 的最适生长温度是

31.49℃, 海旋菌(Thalassospira sp. 4G)为 37.27℃。

另外, 探索功能菌株人工培养条件下的最适 pH, 

对其在生产中的扩大培养和发酵具有重要意义。
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研究发现, 2 株固氮菌在初始 pH 5.0~10.0 的培养

条件下均能生长, 菌株 3A 及 4G 的最适 pH 分别

为 8.18、7.99, 说明二者具有较强的适应能力, 且

菌株在初始偏碱性的培养条件生长较好, 这与植

物生长促生菌的适宜培养条件一致[47–50]。环境渗

透压必须与微生物细胞大致相等, 超过一定限度

或渗透压剧变, 都会抑制微生物的生命活动, 甚

至引起其死亡[51]。目前关于渗透压影响固氮菌生

长和功能的研究还较少, 申磊等[52]研究了圆果雀

稗(Paspalum orbiculare)根、茎中分离到的 5 株内

生固氮菌的固氮特性, 发现菌株在 NaCl 浓度达

到 0.5%时的固氮活性最高, 而 NaCl 浓度达到 3%

时菌株无固氮活性表达, 说明过高的盐度条件下

雀稗内生固氮菌无法发挥固氮作用。Dicker 等[53]

从沿河湿地分离的 1 株固氮菌在盐度为 1.5%~ 

2.5%时的固氮活性最高, 进一步证实固氮菌株在

适宜的渗透压环境中方具有固氮作用。本研究发

现 2 株固氮菌的最适盐度范围是 2%~3%, 在低盐

或高盐环境中其生长均受到不同程度的抑制 , 

50% OD600 值对应的盐度值分别为 0.991%、

1.327%和 3.790%、4.079%, 从天鹅湖海水渗透环

境而言, 菌株受高盐抑制作用更明显。 

菌株的生长曲线可以反映细菌在培养过程中

的生长和繁殖规律, 通过测定细菌的典型生长曲

线把握其生长繁殖规律, 可有效控制细菌的生长

繁殖并投入生产实践[30]。本研究表明, 芽孢杆菌

(Bacilus sp. 3A)和海旋菌(Thalassospira sp. 4G)均

具有一个明显的延迟期、对数期、稳定期间和衰

亡期的生长过程, 且两株菌的增殖存在差异。已

有研究发现, 处于不同生长期的一些功能性微生

物的核糖体及其胁迫蛋白均有差异[54], 进而影响

微生物的功能效果[55]。因此, 利用 OD 值监测固

氮菌的生长过程, 准确定位其快速生长期对菌种

生产应用尤为重要。 

4  结论 

采用选择性固氮培养基从鳗草根际分离得到

了两株具较高固氮酶活性的菌株, 从形态学、生

理生化特性、16S rDNA 以及固氮基因 nifH 等方

面对两株菌进行了筛选和鉴定。培养条件优化结

果表明芽孢杆菌 Bacilus sp. 3A 的最适温度、pH

以及盐度分别为 31.49℃、8.18 和 2.585%, 海旋菌 

Thalassospira sp. 4G 的最适温度、pH 以及盐度分

别为 37.27℃、7.99 和 2.920%; 在适宜培养条件

下, 两株菌具有 8~10 h 的快速对数生长期, 20 h

后进入衰亡期。研究结果为后续微生物接种剂或

海草固氮菌肥的研制与应用提供了菌种资源和理

论依据, 今后可扩大培养固氮菌株, 进一步研究

菌株对鳗草的实际促生效果。 
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Isolation and characterization of nitrogen-fixing bacteria in the rhiz-
osphere of Zostera marina and optimization of its culture conditions 
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Abstract: Seagrass beds are highly productive ecosystems that provide essential habitat and food for various ma-
rine species. However, seagrasses have been declining worldwide for decades because of human activities and 
global climate change. The conservation and restoration of seagrasses has become extremely urgent, especially in 
China. Recent studies showed that, in the rhizosphere of seagrasses, the organic carbon exudates from plant resi-
dues and roots are an important carbon source for Azotobacter. Nitrogen fixation by Azotobacter could provide 
nitrogen for the growth of the plants, thereby promoting the restoration of seagrasses. Therefore, investigating N2 
fixation by Azotobacter in the seagrass rhizosphere is essential since it might play an important role in the nitrogen 
cycle of the seagrass bed ecosystem. In this study, the growth-promoting activities of the rhizobacteria of eelgrass 
Zostera marina was investigated by isolating two nitrogen-fixing strains (3A and 4G) from the rhizosphere sedi-
ments of Z. marina by using N-free medium. Based on the morphology, physiological and biochemical character-
istics, sequence analysis of 16S rDNA, and the nitrogenase structural gene nifH, we identified the 3A bacterium as 
Thalassospira sp. and 4G bacterium as Bacillus sp.. The optimal culture conditions for the two Rhizobium strains 
were established, and typical growth curves for the two trains were obtained. In particular, strain 3A was a 
gram-positive bacterium and had an orange yellow-colored circular colony. In addition, it used D-mannose, 
D-melezitose, and L-rhamnose as carbon sources. The optimal growth temperature, pH, and salinity of 3A were 

31.49℃, 8.18, and 2.585%, respectively. In contrast, strain 4G was gram-negative bacteria and had milky circular 

colony. It could use a series of hydrocarbons as carbon sources, such as D-cellobiose, D-glucose, D-maltose, su-

crose, D-mannitol, and D-trehalose. Its optimal growth temperature, pH, and salinity were 37.27℃, 7.99, and 

2.920%, respectively. Previous studies have shown that Thalassospira sp. can promote seagrass growth and in-
crease the content of carotene, soluble sugar, and other substances, indicating that this species is a kind of 
growth-promoting bacteria. Nitrogen-fixing Bacillus sp. is a typical plant growth-promoting bacterium with strong 
stress resistance that can produce beneficial plant growth-promoting and antibacterial substances. The nitrogen 
fixation rates of 3A and 4G were 252.21 nmol C2H4/(mL·h) and 196.31 nmol C2H4/(mL·h), as revealed by the 
acetylene reduction method. Comparison with the nitrogen-fixing bacteria reported in other studies revealed that 
the two strains isolated in this study showed good nitrogen fixation ability. Under suitable growth conditions, the 
two bacterial strains exhibited logarithmic phase proliferation. Accurate positioning of the bacterial growth loga-
rithmic phase and elucidating the growth characteristics of the bacterial strains could provide basic data for the 
production of bacterial fertilizers in the future. The bacterial strains obtained in this study might be applied in the 
future development and application of microbial inoculants and seagrass Azotobacter fertilizers, thereby benefit-
ting the recovery of Z. marina beds in the future. 
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